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 که هاست طانسرطان پوست يکي از انواع سر
 و است پوست بيروني ي لايه در عادي غير تغييرات شامل
 سلول سرطان و پايه سلول سرطان ملانوما، اصلي نوع سه به
 هاي انسان در سرطان اين. )1( شود مي تقسيم سنگفرشي
 %08 حدود. )2( است تر رايج بسيار روشن پوست رنگ با
 و پايه هاي ي پوست غيرملانومايي سرطان سلولها سرطان
 اين. باشد مي سنگفرشي هاي سلول سرطان %02 حدود
 ملانوما. )3( شوند مي مرگ به منجر ندرت به سرطان دو
 که -ملانين ي کننده توليد هاي سلول -ها ملانوسيت از
  منشا دارند، وجود پوست اپيدرم تحتاني ي لايه در
 پوست هاي نسبت به ساير سرطان ملانوما. )4( گيرد مي
 داده تشخيص ابتدايي مراحل در اگر و دارد ريکمت رواج
 هاي مرگ اکثر عامل و باشد مي تر خطرناک ،نشود
 .)5( است پوست سرطان به وابسته
 و ها يکي از عوامل مهم در به وجود آمدن سرطان
 )ANR gnidocnon gnolها ( ANRcnl ملانوما همچنين
 چکيده:
 یکي. باشد تر مي رناکخط پوست هاي ملانوما یکي از انواع سرطان پوست است که نسبت به سایر سرطان زمينه و هدف:
 )ANR gnidocnon gnol( ANRcnlکننده اند که به نام  هاي غير کد ANR از گروهي ها، سرطان ایجاد در وثرم عوامل از
باز طول دارند و به عنوان یک تنظيم کننده در  002غير کد کننده بيش از  يها شناخته مي شوند. این مولکول
ي بين ژني است که از  ANRcnlیک  )pit latsid eht ta tpircsnart AXOH( pittoH کنند پيشرفت سرطان عمل مي
 ،مطالعه این از هدف. کند مي فعال را لوکوس این 5' انتهاي هاي ژن و شود رونویسي مي axoHلوکوس  5'انتهاي 
 ملانوماي موشي بود. 01F61B سلولي ي در رده ANRميزان بيان این مولکول  يبررس
 سلولي ي به صورت کيفي روي رده RCP-TRتکنيک  با انجام pittoHدر این مطالعه بيان ژن  بررسي: روش
انجام  ANDcکل استخراج و سنتز  ANR سلولي، ي ملانوماي موشي بررسي شد. بدین منظور، از رده 01F61B
 .تکثير گردیدند m2βو  pittoH يها شده، ژن يطراح ياختصاص يمرهایگرفت. با استفاده از پرا
ملانوماي  01F61Bموشي در رده ي سلولي  pittoH ه ي عدم بيان ژننتيجه مطالعه حاضر نشان دهند ها: یافته
 موشي است.
 pittoHانتظار مي رفت  يانسان يها در حالي که بر اساس مطالعات صورت گرفته در سرطان گيري: نتيجه
 .ندادنشان  يملانوماي موشي بيان 01F61Bموشي در رده ي سلولي  pittoHافزایش بيان داشته باشد، 
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 ي کننده ژن کد 00002ژنوم انسان داراي  .)6(هستند 
 ژنوم کل توالي %2 از کمتر تعداد اين که است وتئينپر
 طور به ژنوم %09 که است جالب بسيار. است انسان
 کدکردن پتانسيل فاقد اما ،شوند مي رونويسي فعالي
  کدکننده غير هاي رونوشت اين. )7( هستند پروتئين
هاي  ANR -1 تقسيم شوند: ANR دسته دو به توانند مي
بيش  طوليها که  ANRcnl همان اي بلند ي غير کد کننده
 باز دارند و حتي مي توانند داراي طولي بيش از  002از 
 کوتاه ي هاي غير کد کننده ANR -2؛ نيز باشند 001 bk
هاي  ANRها و  ANRorcimها،  ANRt شامل که
  باشند و کمتر از ) ميANRnsهسته اي ( کوچک
اي کل رونوشت ه هشتاد درصد. )8( باز طول دارند 002
 . اين )7( هستند ها ANRcnlتهيه شده در سلول 
ها از اين لحاظ که پردازش مي شوند و داراي  ANR
 مشابه بسيار ،هستند آدنيلاسيون پلي هاي سيگنال
ها در ژنوم  ANRcnl .)9( هستند ها ANRm
 اصلي هاي پستانداران بيان مي شوند و تنظيم کننده
 )، تمايزycnetopirulP cinoyrbmE( تواني رويانيپر
 )، الگوسازي محورهاي بدنيnoitaitnereffiD(
)، جلوگيري از مراحل gninrettaP sixA ydoB(
) و تغييرات snoitisnarT latnempoleveD( تکويني
 ) هستند. تغييراتnoitacifidoM enotsiHهيستوني (
نتيکي ژ اپي هاي برنامه که است اي هيستوني به گونه
. مطالعات جديد )9-11( کند يثر مأرا مت پتوميترنسکر
ها به عنوان يک تنظيم  ANRcnlنشان داده است که 
 ها آن. کنند مي عمل سرطان ي توسعه و ايجاد درکننده 
اين کار را با تقويت کردن تکثير سلول توموري، القاي 
آنژيوژنز، متاستاز، حمله و جلوگيري از سرکوب رشد 
 ها ANRcnl ها يوکاريوت در. )31،21،9( دهند انجام مي
 اعمال و دارند نقش زيستي فرايندهايدر بسياري از 
 کروموزوم سازي فعال غير در مثلاً. دهند مي انجام متفاوتي
)، سازماندهي gnitnirpmI( گذاري ژنومي نشانه، X
ساختارهاي درون سلولي، سازماندهي تلومر و سانترومر و 
 يرتغي. )41( کنند ا به درون هسته شرکت ميهرفت و آمد
ها با چند نوع بيماري مانند آلزايمر،  ANR نوع اين بيان در
در ارتباط  8نخاعي نوع  -سرطان و آتاکسي مخچه اي
 .)51( است
 بين بلند ي ي غير کدکننده ANRيک  PITTOH
 )A xobemoH( AXOH لوکوس 5 انتهاي از که است ژني
 5 انتهاي ي چندگانه هاي ژن و شود مي رونويسي
در  XOH ژن 93 داران مهره در. کند ميرا فعال  AXOH
 کروموزومي لوکوس 4 در که دارد وجود ژني ي خوشه 4
دسته اي از  XOH هاي ژن. )61( اند شده پراکنده
 ي کننده تنظيم که کنند فاکتورهاي رونويسي را کد مي
 PITTOH .)71( هستند سلول سرنوشت و رويان تکوين
 متصل  5RDWبه طور مستقيم به پروتئين آداپتور 
 متيل هيستون آنزيم کوفاکتور پروتئين اين. شود مي
 )A2 esarefsnartlyhtem enisyl( A2TMK ترانسفراز
  متيله را تري 3هيستون  4ليزين  ميآنز نيمي باشد. ا
 شدن فعال موجب متيلاسيون اين نتيجه، در و کند مي
ن چهارمين ليزين در هيستون متيلاسيو. )61( شود مي ژن
 خانوادگي هاي توسط کمپلکس XOH هاي لوکوس 3
 عضو 6 حداقل پستانداران در. پذيرد صورت مي LLM
خلاصه  ور. به ط)81( وجود دارد LLM ي خانواده از
 يک عنصر کليدي براي کنترل لوکوس  PITTOH
، است و لوپ شدن کروموزومي AXOH هاي ژن
  AXOHژن هاي  5را نزديک انتهاي  PITTOH
 و کولون ريه، هاي ، در سرطانPITTOH. )91( مي برد
 در و کند مي فعاليت آنکوژن نقش در پروستات
  بيان افزايش دچار انساني کارسينوماي هپاتوسلولار
 .)02،71( شود مي
 يدر سرطان ها PITTOHتوجه به نقش ژن  با
سنجش  نهيدر زم يمختلف و از آنجا که تاکنون مطالعه ا
است؛ هدف  دهيسدر ملانوما به انجام نر PITTOH انيب
 ي در رده pittoHاز انجام اين مطالعه بررسي بيان ژن 
 ملانوماي موشي است. 01F61B سلولي
 
 بررسی: وشر
 موشي و  pittoHجفت پرايمر براي ژن  يک
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عنوان کنترل داخلي در روند آزمايش طراحي شد. توالي 
موشي از پايگاه اطلاعاتي  pittoHز ژن رونوشت حاصل ا
به دست آمد. اين رونوشت داراي دو اگزون و يک  IBCN
. رونوشت حاصل از اين ژن دباش اينترون بسيار بزرگ مي
و  144011_RN دسترسي هاي داراي دو واريانت با شماره
و واريانت د اين دوم اگزون که باشد مي 244011_RN
ن اول متفاوت بودند. بنابراين يکسان ولي داراي اگزو کاملاً
اگزون مشترک نبودند و براي همين  -داراي مرز اگزون
اگزون نبود.  -ونامکان طراحي پرايمرها در مرز اگز
يک جفت پرايمر بر روي اگزون دوم مشترک بين  ،بنابراين
ورژن  rennuR eneGدو واريانت اين ژن توسط نرم افزار 
بلست توالي  IBCNطراحي شد و در سايت  76،9،0،4
 1 شماره انجام گرفت. طول و توالي پرايمرها در جدول
 .آورده شده است
 
 توالي و خصوصيات پرایمرهاي طراحي شده :1جدول شماره 
 )C°( mT )pbطول توالي تکثير شده ( توالي نام اليگو
 95/5 741 '3-GTGGTCTGAATCTGCGTTTG-'5 PITHF
 85/6  '3-CTGTTTCGTTGTCTCCCTC-'5 PITHR
 16/2 742 '3-CAAGTCATACAAGCCGAAGG-'5 FMB
 16/5  '3-GATGACCCTAGCTCTGTACAC-'5 RMB
 
سلولي کشت داده شده در اين آزمايش  ي رده
ملانوماي موشي بود که از  01F61B سلولي ي رده
انستيتو پاستور تهران خريداري شد. محيط کشت مورد 
 سرم% 01 حاوي سلولي ي استفاده براي کشت اين رده
 -aidI OIB(ساخت شرکت  )SBF( گاوي جنين
با غلظت  MEMD% محيط کشت 09)، رانيکشور ا
) رانيکشور ا- aidI OIB گلوکز (ساخت شرکت ينپاي
 استرپتومايسين و سيلين پني هاي % آنتي بيوتيک1و 
 ) بود. رانيکشور ا -aidI OIB شرکت ساخت(
درجه  73ار در انکوباتور فيلترد فلاسک در ها سلول
 از ها رشد داده شدند. براي شمارش سلولسانتيگراد 
از  ها سلول بودن زنده ميزان بررسي براي و نئوبار لام
 -(ساخت شرکت سيگما آلدريچ رنگ تريپان بلو
 صورت که  نيکشور آمريکا) استفاده شد. بد
 ،زنده رنگ به خود نگرفته و شفاف بودند يسلول ها
 مشاهده شدند. رهيت يمرده به رنگ آب ياما سلول ها
استفاده از کيت دياتوم (ساخت شرکت  با
 و با استفاده از ترايزول AND) هيکشور روس -گرديز
کل از رده ي  ANR) کاآمريساخت شرکت اينويتروژن (
سلولي مذکور طبق پروتکل استخراج شدند. همچنين با 
 ANDcاستفاده از پرايمرهاي رندوم هگزامر و کيت سنتز 
 ANDcليتواني) سنتز  شورک -فرمنتاز(ساخت شرکت 
ژنومي هضم با آنزيم  ANDانجام گرفت. براي حذف 
کشور  -(ساخت شرکت کياژن esaNRعاري از  esaND
 آلمان) صورت پذيرفت.
 ANRو  ANDبر روي  RCPاين مطالعه  در
 ANDc همچنين و مذکور سلولي ي استخراج شده از رده
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بافر  تريکروليم 2/5شامل  تريکروليم 52واکنش در حجم 
 تريکروليم 1، ميلي مول) 05( 2lCgM تريکروليم 0/57، 01X
 تريکروليم 0/52، )01Mp( مرياز هر پرا تريکروليم 1، PTNd
 اي AND تريکروليم 5و  esaremyloP AND qaT مياز آنز
بق جداول داده شده ط يزمان يالگو و با برنامه  ANR
 .رفتيصورت پذ 3و  2شماره 
 
 موشي pittoHبراي ژن  RCP انجام براي تهگرف صورت زماني ي برنامه :2 شماره جدول
 تعداد سيکل مدت زمان )C°( دماي واکنش مراحل انجام واکنش
 1 دقيقه 01 59 دناتوراسيون اوليه
 53 ثانيه 03 59 دناتوراسيون
 53 ثانيه 03 55 اتصال پرایمر
 53 ثانيه 03 27 تکثيرتوالي
 1 دقيقه 01 27 تکثير نهایي
 
 m2βبراي ژن سراي گردان  RCP انجام براي گرفته صورت زماني ي برنامه :3 شماره جدول
 تعداد سيکل مدت زمان (°C( دماي واکنش مراحل انجام واکنش
 1 دقيقه 01 59 دناتوراسيون اوليه
 53 ثانيه 03 59 دناتوراسيون
 53 ثانيه 03 85 رایمراتصال پ
 53 ثانيه 03 27 تکثيرتوالي
 1 دقيقه 01 27 تکثير نهایي
 
 ها: يافته
سه ژن  ي، بر روRCP طيشرا يساز نهيبه يبرا
 کيموشي در  m2βو  pittoH ،يانسان SINمختلف 
سانتيگراد درجه  06تا  45 نيب ييدما اني، گرادRCP
ل استخراج ک ANR. ابتدا )1 مارهشتصوير ( گذاشته شد
 ماريمورد ت I esaNDاستخراج شده با آنزيم  ANRشد. 
اضافي محتمل موجود از  ANDقرار گرفت تا تمامي 
. سپس اين مخلوط به دو ويال اضافه شد. در دبين برو
صورت گرفت  ANDcموجود سنتز  ANRويال اول از 
به همان صورت باقي ماند. سپس  ANRو در ويال دوم 
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 RCP نتایج ژل آگارز بهينه سازي شرایط :1ماره شتصوير 
به عنوان کنترل مثبت براي بررسي  سانتيگراد درجه 06انساني در دماي اتصال  SINبر روي ژن  RCP) 2 ؛001 pb ) مارکر1
در دماي  I esaNDتيمار شده با  ANRسنتز شده از  ANDcروي  موشي بر pittoHبا پرايمرهاي  RCP) 3 ؛RCPصحت فرآيند 
 ؛55/3 در دماي اتصال I esaNDتيمار شده با  ANRروي  موشي بر pittoHبا پرايمرهاي  RCP) 4 گراديدرجه سانت ؛55/3 اتصال
با پرايمرهاي RCP ) 6 گراديدرجه سانت ؛55/3 موشي در دماي اتصال pittoH کنترل منفي براي ژن )5 گراديدرجه سانت
 )7 گراديدرجه سانت ؛85/1 در دماي اتصال I esaNDتيمار شده با  ANRسنتز شده از  ANDcروي  ولين موشي بربتاميکروگلوب
 گراديدرجه سانت 85/1 کنترل منفي براي ژن بتاميکروگلوبولين موشي در دماي اتصال
 
صورت گرفته که نتايج ژل آگارز آن  RCPدو  با
شده است  نشان داده 3و  2 مارهشتصاوير به ترتيب در 
موشي در رده ي سلولي  pittoHمشخص گرديد که ژن 
 .شود ملانوماي موشي بيان نمي 01F61B
 
 
 RCP نتایج ژل آگارز :2 مارهشتصوير 
در دماي  I esaNDتيمار شده با  ANRسنتز شده از  ANDcروي  موشي بر pittoHبا پرايمرهاي  RCP) 2 ؛001 pb ) مارکر1
درجه  ؛55 در دماي اتصال I esaNDتيمار شده با  ANRروي  موشي بر pittoHبا پرايمرهاي  RCP) 3راد درجه سانتيگ ؛55 اتصال
در دماي  I esaNDتيمار شده با  ANRسنتز شده از  ANDcروي  بر موشيبا پرايمرهاي بتاميکروگلوبولين  RCP) 4 گراديسانت
 گراديدرجه سانت .55در دماي اتصال  شيمو pittoH) کنترل منفي براي ژن 5 گراديدرجه سانت ؛85اتصال 
 جفت باز 005
 1        2         3        4        5        6         7
 1            2             3            4              5
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 RCP نتایج ژل آگارز :3ماره شتصوير 
) 3؛ تمثب کنترل عنوان به سلولي ي استخراج شده از رده ANDروي  موشي بر pittoHپرايمرهاي با  RCP )2 ؛001pb) مارکر 1
در دماي اتصال  I esaNDتيمار شده با  ANRاز  سنتز شده اي که قبلاً ANDcروي  با پرايمرهاي بتاميکروگلوبولين موشي بر RCP
 I esaNDتيمار شده با  ANRاز  اي که جديداً ANDcروي  با پرايمرهاي بتاميکروگلوبولين موشي بر RCP) 4 گراديدرجه سانت ؛85
تيمار  ANRسنتز شده از  ANDcروي  موشي بر pittoHبا پرايمرهاي  RCP) 5 گراديدرجه سانت ؛85سنتز شده در دماي اتصال 
 I esaNDشده با  ارتيم ANRروي  موشي بر pittoHبا پرايمرهاي  RCP) 6 گراديدرجه سانت ؛55در دماي اتصال I esaNDشده با 
 گراديدرجه سانت .55موشي در دماي اتصال  pittoH) کنترل منفي براي ژن 7 گراديدرجه سانت ؛55در دماي اتصال
 
 :بحث
مختلفي،  و همکاران با آناليزهاي natiahK
 را شناسايي کردند. يهاي دخيل در ملانوما انسان ANRcnl
سلولي رده ي  8 روي آن ها آزمايش هاي خود را بر
،  C2551MW،1VMI-XOL ملانوماي انساني مختلف شامل
،  163G، 441TH، 1597-IMPR، 2-LEM-K،573A
ملانوسيت و کراتينوسيت انجام دادند و به  و B397MW
در  1TI-YRPSاي به نام  ANRcnlکه اين نتيجه رسيدند 
شود که اين افزايش  ملانوما دچار افزايش بيان مي
بيان در تهاجم و جلوگيري از آپوپتوز در سرطان 
 نيارتباط ب راًياخ گر،ي. از طرف د)02(نقش دارد 
و  ، زبانهير يسرطان ها و PITTOH انيب شيافزا
  ني. در ا)12-32( مشخص شده است پانکراس
با رشد تومور،  PITTOHژن  انيب شيسرطان ها افزا
و  اتيح شيو افزا ياز مرگ سلول يريجلوگ
و  atailgauQ، ني. همچنارتباط دارد يمهاجرت سلول
 هاي در نمونه PITTOH کههمکاران گزارش کردند 
سينوماي انساني به شدت دچار کار هپاتوسلولار
 براي elkiBو  gnaiJ. )71( شود افزايش بيان مي
ها در محافظت رسپتور  ANRcnlفهميدن نقش 
در برابر ايجاد سرطان پوست سطح بيان نود  Dويتامين 
را که بيش از بقيه در موش مطالعه شده اند  ANRcnl
 Dدر کراتينوسيت هاي موشي که رسپتور ويتامين 
شان حذف شده بود مقايسه کردند و دريافتند که چند 
و  pittoHو  91Hآنکوژن بسيار شناخته شده مانند 
 توجهي قابل طور به ها در اين کراتينوسيت sapseN
 تاکنون حال، هر در. )91( اند کرده پيدا بيان افزايش
ملانوما  يماريدر ب PITTOH انيب يپژوهش چهي در
  ييتومورزا نديآها وارد فر تيکه در آن ملانوس
 نيشود گزارش نشده است و مطالعه حاضر، اول يم
 انياطلاعات ب يابيباشد. باز يم نهيمز نيمطالعه در ا
 جفت باز 005
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lncRNA اپ زايهاگ ا هدادي lncRNA نيز بيرگنا  نآ
ا هک تساين سونلام رد لوکلوميت  اهبينا مني دوش. 
 
هجيتن :يريگ 
هعلاطم  نايب مدع زا يکاح رضاحHottip  رد 
هدر ي يلولس ييامونلام B16F10  دنچ ره ،تسا يشوم
ر نيا رد نژ نيا دش يم روصت هک راچد يلولس هد
 اريز ددرگ نايب شيازفاHottip  ياه تيسونيتارک رد
 نيماتيو روتپسر دقاف يشومD  زا و تشاد نايب شيازفا
په دننام يدايز ياه ناطرس رد يفرطرلاولسوتا ،امونيسراک 
 نژوکنآ شقن تاتسورپ و نولک ،شش ،تسوپ ناطرس
دراد (19). 
 
رکشت :ینادردق و 
زا وپمساق ماهلا اه مناخ رد هک يزرد لايل و ر
 يرازگساپس دنا هتشاد يراکمه هعلاطم زا يشخب ماجنا
 ي همان ناياپ زا يشخب ناونع هب شهوژپ نيا .ددرگ يم
 مولع ي هدکشناد رد يريش هللا مناخ دشرا يسانشراک
 خيرات رد درکرهش هاگشناد ي هياپ17/12/1393  دک اب
413/161 سر بيوصت هبدي. 
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Background and aims: Melanoma is the most dangerous form of skin cancer. One of the 
remarkable cancer- causing factors is non-coding RNAs including lncRNAs (long noncoding 
RNA). lncRNAs have more than 200 bases and act as a key regulator of cancer progression. 
HOTTIP (HOXA transcript at the distal tip) is an intergenic lncRNA that is transcribed from the 
5' end of the HOXA locus and activates the genes of the 5' end of this locus. The aim of this study 
was to evaluate the expression of this lncRNA in the B16F10 murine melanoma cell line. 
Methods: In this study, the expression of Hottip gene was studied on B16F10 murine melanoma 
cell line using qualitative RT-PCR. Total RNA was extracted and cDNA was synthesized. Hottip 
and β2m genes were amplified using designed specific primers. 
Results: The result showed that Hottip did not express in the B16F10 murine melanoma cell line. 
Conclusion: In contrast to the previous studies revealing increased expression of HOTTIP in 
human cancers, murine Hottip does not express in the B16F10 murine melanoma cell line. 
 
Keywords: Melanoma, lncRNA, HOTTIP, B16F10 cell line. 
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